ao 


202303.00255v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


第 29 卷 第 8 期 材 料 研 究 ie 报 Vol.29 No.8 
2015 t£ 8 J CHINESE JOURNAL OF MATERIALS RESEARCH August 2015 


不 同 铜 售 量 钴 铬 合金 的 体外 生物 相 容 性 


赵 grew 4 阳 1,2,3 Ep 准 1,2,3 张 光平 5 IFF RÀ xd ee 


医科 大 学 口腔 医学 院 修复 二 科 沈阳 110002 
中 国医 科大 学 口腔 医学 院 中 心 实 验 室 沈阳 110002 
宁 省 口腔 医学 研究 所 沈阳 110002 

T 庆 病 转化 医学 研究 中 心 沈阳 110002 
中 国医 科大 学 附属 盛 京 医院 口腔 科 沈阳 110011 
6. 中 国 科学 院 金属 研究 所 沈阳 110016 


E: 
z 


摘要 用 CCK-8 法 和 Annexin-V/PI 双 标记 法 研究 了 不 同 铜 含量 (质量 分 数 , 下 同 ) 的 钴 铬 合金 和 销 铬 合金 的 体外 生物 相 容 性 
(包括 L929 细 胞 增殖 和 调 亡 ) 的 影响 。 结 果 表 明 , 4 种 合金 的 体外 生物 相 容 性 按 含 1% 铜 的 销 铬 合金 、 含 2% 铜 的 销 铬 合金 、 销 
铬 合金 、 含 3% 铜 的 钼 铬 合金 的 顺序 递减 ; 其 细胞 毒性 等 级 都 为 1 级 , 具有 良好 的 体外 生物 相 容 性 。 
关键 词 金属 材料 , 含 铜 钴 铬 合金 , 细胞 毒性 , 细胞 增殖 , 细胞 凋 亡 , 生物 相 容 性 
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ABSTRACT The in vitro biocompatibility (i.e. the cell proliferation and apoptosis of L929 cells) of 4 
cast dental alloys (CoCrMo+ 196 Cu, CoCrMo 296 Cu, CoCrMo+3% Cu and CoCrMo) were evaluated by 
CCK-8 and Annexing-V/PI double marking methods to provide a biology reference in the clinical applica- 
tion of prosthodontics. Results show that the in vitro biocompatibility of 4 alloys decreases according to 
following sequence: CoCrMo+1%Cu, CoCrMo-*296Cu, CoCrMo and CoCrMo-*396Cu. However, the cyto- 
toxicity grades of the 4 alloys are all ranked in level one, implying they are good enough in vitro biocom- 
patibility. 

KEY WORDS metallic materials, copper-cobalt- chromium alloy, cytotoxicity, cellproliferation, apopto- 
sis, biocompatibility 


销 铬 合金 广泛 应 用 于 口腔 固定 和 活动 文 架 修复 ， — 铬 合金 不 含 镍 元 素 , 且 铬 元 素 的 含量 较 高 , 具有 良好 的 


目前 使 用 的 口腔 修复 类 材料 主要 有 全 瓷 、 贵 金属 合金 、 。” 耐 腐 名 


b 


性 成 为 国内 广泛 应 用 的 口腔 修复 材料 。 


非 贵金属 合金 。 但 是 全 瓷 和 贵金属 合金 的 价格 过 于 但 是 , 用 于 口腔 内 的 金属 材料 不 同 程度 的 腐 


昂贵 , 限制 了 其 在 国内 的 应 用 。 镍 铬 合金 因 含 钊 元 素 。” 蚀 导 致 其 表面 特性 改变 , 使 致 病菌 易于 附着 在 


而 有 潜在 的 细胞 毒性 作用 , 且 其 生物 相 容 性 较 差 销 。 面 。 销 铭 合 金 烤 瓷 冠 对 牙 周 组 织 具有 明显 的 细菌 


2014 年 12 月 31 日 收 到 初稿 :2015 年 4 月 14 日 收 到 修改 稿 。 易 感 性 外 钴 铬 合金 文 架 易 引 起 承 托 区 粘膜 微生物 
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近年 来 , 铀 作为 抗菌 金属 逐渐 引起 了 人 们 的 关 
JE. Chai SEP E BH, 含 铜 317L 不 锈 钢 对 种 植 相关 感 
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染 疾病 有 较 好 的 抗菌 作用 ; 张 丹 等 "在 304 PER EN 71 
加 入 一 定量 铀 抑制 了 正 畸 矫治 器 周围 粘膜 微生物 的 
堆积 。 铀 离子 的 抗菌 性 能 及 细胞 外 毒性 具有 浓度 依 
赖 性 "。 本 文 使 用 中 国 科 学 院 金 属 研 究 所 研发 的 含 
t] fh e rm, 研究 不 同 铜 含量 钼 铬 合金 对 L929 细胞 
增殖 及 凋 亡 的 影响 。 
1 实验 方法 

L929 细胞 株 由 中 国医 科大 学 中 心 实验 室 提供 。 
实验 用 试剂 及 仪器 : RPMI1640 培养 基 (Hyclone, 美 
E), 胎 牛 血清 (Hyclone, 美国 ), CCK8 试剂 盒 (同仁 , 日 
本 ), Annexin- V/PI 试剂 盒 ( 欣 博 盛 , 北京 ) HERAcell 
150 细胞 培养 箱 (Thermo Scientific, 美国 ), TDZ5-WS 
高 速 离心 机 ( 湘 仪 离心 机 仪器 有 限 公 司 , 中 国 )， 
TE2000-S 倒 置 相差 显微镜 (Nikon, HÆ), Infinite 200 
酶 标 仪 (TECAN, 瑞士 ), 流 式 细胞 仪 (BD, 美国 )。 

实验 组 合金 包括 : 销 铬 合金 (Stellite, E E 
1%、2%、3% 含 量 铀 的 钴 铬 合金 (中 国 科 学 院 金 属 研 
究 所 ), 具体 合金 分 组 及 成 分 列 于 表 1。 

阴性 对 照 组 为 含 10% 胎 牛 血清 的 RPMI1640 培 
养 液 , 阳性 对 照 组 为 含 10%DMSO 的 RPMI1640 培 
养 液 , 分 别 用 各 合金 浸 提 液 或 培养 液 与 L929 细胞 共 
培养 。 

合金 浸 提 液 的 制备 : 将 4 种 合金 铸造 成 尺寸 为 
15 mmx15 mmx1 mm 的 长 方 体 金属 块 ,用 砂纸 打磨 
抛光 至 0.010 mm, 乙醇 浸泡 15 min 脱脂 后 用 超声 清 
洗 15 min, 再 用 去 离子 水 充分 冲洗 后 干燥 , 在 121'C 
高 压 灭 菌 1h 后 于 超 净 台中 将 其 置 于 6 孔 板 , 按 ISO- 
10993 标准 确定 试 件 表 面积 : 培养 液体 积 为 3 cmzmL， 
分 别 向 各 组 加 入 相应 体积 培养 液 , E 3T'C AER 
数 5% CO; 的 培养 箱 中 连续 浸 提 72 h 后 收集 至 玻璃 
FEP, 在 4C 保 存 待 用 。 

CCK-8 检 测 细胞 毒性 和 细胞 形态 学 观察 : 将 处 
于 对 数 生 长 期 的 L929 细 胞 制备 成 单 细 胞 悬 液 , 接种 
于 3 张 96 孔 板 。 每 板 分 为 销 铬 合金 组 (A 组 )、 含 1% 
表 1 实验 用 合金 分 组 及 其 主要 成 分 


Table 1 Main compositions of experimental alloys (mass 


fraction,%) 


No. Materials Main composition 


A CoCrMo Co 56.04, Cr 22.83, Mo 1.09 
B CoCrMotl%Cu Co 60.21, Cr 26.62, Mo 6.15,Cu 1.24 
C CoCrMot2%Cu Co 64.65, Cr 27.25, Mo 6.00, Cu 2.10 


D CoCrMot3%Cu Co 62.23, Cr 28.62, Mo 6.27, Cu 2.88 


对 照 组 EE 组 )、 阳 性 对 照 组 F 组 ) 以 及 空白 对 照 组 (G 
昌 )。 每 组 设 6 个 复 孔 , 在 每 蕊 内 均 加 入 细胞 悬 液 
100 uL, 在 37'C、5%CO:( 体 积分 数 ) 培 养 箱 中 静 置 培 
养 24 h。 待 细胞 贴 壁 后 弃 原 培养 液 , 在 每 组 中 加 入 
相应 金属 浸 提 液 或 培养 液 100 uL, 分 别 在 培养 箱 中 
继续 培养 24、48、72 h 后 在 倒置 相差 显微镜 下 观察 。 
然后 在 每 孔 加 入 CCK-8 试剂 10 uL, 在 避 光 条 件 下 
微 震 荡 , 继续 在 37'C、5%CO, 条 件 培养 2h 后 用 酶 标 
[x fy du OD 值 。 计 算 细 胞 相对 增殖 率 (relative 
growth rate, RGR), 按 ISO-10993 标准 评价 细胞 毒性 
等 级 , 计算 式 为 RGR(%)=( 实 验 组 OD 值 -空白 组 OD 
值 M( 阴 性 对 照 组 OD 值 -空白 组 OD 值 )x100%。 

Annexin-VPI 双 染 标 记 检 测 细 胞 凋 亡 : 将 处 于 
生长 对 数 期 的 L929 细胞 消化 、 重 上 甚 、 进 行 细 胞 计数 
后 接种 于 6 孔 板 中 , 分 为 销 铬 合金 组 (A H 19657 
量 铜 的 钴 铬 合金 组 (B 组 )、 含 2% 含 量 铜 的 钴 铬 合金 
组 (C 组 )、 含 3% 含 量 铜 的 钴 铬 合金 组 (D 组 )、 阴 性 对 
HE ZR (E 2H), 静 置 于 37C 、5%CO;( 体 积分 数 ) 培 养 箱 
中 培养 24 h。 待 细胞 贴 壁 后 弃 去 原 培 养 液 , 在 每 孔 
加 入 相应 相同 体积 的 金属 浸 提 液 或 培养 液 , 继续 培 
养 48h 后 弃 各 孔 浸 提 液 或 培养 液 , 用 不 含 EDTA 的 
0.25% 胰 蛋白 酶 消化 细胞 , 冷 PBS 吹 打 重 悬 细胞 ， 
4'C、1000 r/min 离心 10 min, 然后 弃 上 清 液 。 重 复 2 
次 , 用 200 4 二 缓冲 液 重 县 各 组 细胞 , 加 入 10 uL Annex- 
in V 和 5 uL PL 轻 轻 混 匀 后 在 避 光 条 件 下 室温 反应 
15 min。 然 后 加 300 uL til, 在 1h 内 用 流 式 细胞 
仪 检测 。 重 复 3 次 。 

统计 学 分 析 : 是 用 SPSS17.0 软件 对 数据 进行 统 
计 学 处 理 , 采用 独立 样本 t 检 验 分 析 , P«0.05 为 差异 
具有 统计 学 意义 , 所 有 计量 资料 以 x+s 表示 。 

2 结果 和 讨论 

2.1 各 时 间 点 细胞 的 形态 和 细胞 毒性 

铸造 合金 在 培养 液 中 释放 的 金属 离子 作用 于 细 
胞 时 会 产生 不 同 的 生物 学 反应 , 而 观察 细胞 形态 是 
最 直观 地 检测 细胞 毒性 的 方法 。 本 文 使 用 的 L929 
细胞 为 小 鼠 成 纤维 细胞 , 是 ISO-10993 标准 推荐 的 
] 于 细胞 毒性 实验 的 标准 细胞 , 具有 高 灵敏 度 、 繁 殖 
迅速 、 易 培养 等 优点 , 且 在 金属 的 细胞 毒性 反应 方面 
与 牙 亡 成 纤维 细胞 相似 。 

由 图 1 可见, 在 24h、48h、72h 三 个 时 间 点 上 含 
1%、2%、3% 含 量 铜 的 销 铬 合金 和 销 铬 合金 都 表现 出 
良好 的 细胞 形态 , 各 实验 组 细胞 均 形 态 正 常 、 呈 长 梭 
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图 1 HA 


胞 在 各 时 间 点 的 细 有 


Fig.1 Cell morphology at each time points (A) CoCrMo group; (B) CoCrMo+1%Cu group; (C) 
CoCrMo+2% Cu group; (D) CoCrMo+3% Cu group; (E) negative control group; (F) positive 


control group 
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JE, 贴 壁 生长 良好 , 在 胞 浆 内 可 见 离散 颗粒 , 无 细胞 
溶解 , 与 阴性 组 正常 细胞 相 比 无 太 大 的 差别 ; 而 在 阳 
性 对 照 组 , 可 见 大 部 分 细胞 溶解 或 呈 空 泡 中 毒 状 
态 。 细 胞 毒性 的 检测 结果 ( 见 表 2) 也 证 实 , 各 实验 组 
金属 的 毒性 等 级 都 为 1 级 , 具有 良好 的 生物 相 容 性 。 
在 决定 一 种 铸造 合金 生物 相 容 性 的 诸多 因素 
rp, 耐 腐蚀 性 是 至 关 重 要 的 。 耐 腐蚀 性 影响 合金 中 
金属 离子 析出 成 分 , 对 周围 组 织 产 生 不 良 影响 外。 
而 影响 合金 耐 腐蚀 性 的 因素 有 多 种 , 如 合金 成 分 、 表 
面 形态 、 温 提 介 质 、 温 提 时 间 、 温 度 、pH 值 等 ”。 
本 实验 中 对 照 组 的 销 铬 合金 为 已 广泛 应 用 于 临 
床 的 具有 良好 生物 相 容 性 的 合金 , 其 主要 成 分 为 外 
(Co)、 铬 (CD 、 钼 (Mo), 其 中 Cr 和 Mo 都 促进 合金 稳定 
的 钝 化 氧化 层 的 形成 , 使 其 具有 良好 的 耐 腐蚀 性 。 
在 实验 组 分 别 向 钴 铬 合金 中 加 入 了 不 同 含量 的 铀 元 
素 , 实验 结果 证 明 其 细胞 毒性 等 级 与 销 铬 合金 相 比 
无 太 大 差异 , 说 明 作为 氧化 还 原 反 应 催化 剂 的 铀 
浓度 时 对 销 铬 合金 的 耐 腐蚀 性 能 没有 太 大 的 影响 。 
另外 , 实验 中 用 含 10% 胎 牛 血 清 的 RPMI1640 培 养 
液 作为 浸 提 介质 , 其 主要 成 分 为 在 平衡 盐 溶液 的 基 
础 上 添加 了 各 种 氨基 酸 、 维 生 素 及 与 血清 中 浓度 相 
似 的 营养 物质 , 可 模拟 体内 无 机 成 分 和 有 机 物质 对 


-> 
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value, A) 值 即 可 分 析 细 胞 活性 的 大 小 。 相 比 于 传统 
的 MIT 法 , CCK-8 法 更 为 简便 、 人 准确、 重复 性 高 , 广 
泛 应 用 于 国外 的 检测 细胞 增殖 及 毒性 上 。 具 体 各 组 
吸光 度 值 列 于 表 3。 
由 表 3 可 见 , 随 着 培养 时 间 的 延长 各 组 细胞 的 
A 值 都 逐渐 增 大 ; 在 每 个 时 间 点 , A 值 都 按 阴 性 对 
照 、 含 1% 含 量 铜 的 钼 铬 合金 、 含 2% 含 量 铀 的 铅 铬 合 
金 、 销 铬 合金 、 仿 3% 含量 铜 的 销 铬 合金 、 阳 性 对 照 的 
顺序 依次 降低 ; 在 第 48 h 时 含 3% 含 量 铜 的 钻 铬 合金 
的 A 值 明显 低 于 阴性 对 照 , 差异 有 统计 学 意义 (P 
0.020<0.05); 在 第 72h 时 含 3% 含 量 铜 的 钼 铬 合金 的 
A 值 明显 低 于 阴性 对 照 (P=0.025<0.05) 和 含 1% 含 量 
铜 的 销 铬 合金 (P=0.008<0.05), 且 含 1% 含 量 铀 的 外 
铬 合金 的 A 值 明显 高 于 钼 铬 合金 , 差异 均 有 统计 学 
意义 ; 阳性 对 照 组 在 三 个 时 间 点 的 A 值 都 明显 低 于 
其 它 各 组 (P<0.05), 呈现 出 明显 的 细胞 毒性 。 这 些 结 
RRHH, 在 满足 细胞 毒性 等 级 的 基础 上 含 1%、29% 含 
量 铜 的 销 铬 合金 相 比 于 含 3% 含 量 铜 的 销 铬 合金 及 
铀 铬 合金 具有 更 好 的 生物 相 容 性 。 
有 关 铜 的 细胞 毒性 及 抗菌 性 能 具有 浓度 依赖 性 
这 一 特点 , 早已 引起 了 人 们 的 关注 。 有 研究 发 现 , 铜 
相 比 于 其 它 抗 菌 金属 所 需 的 抗菌 浓度 比 对 细胞 产生 


合金 腐蚀 性 能 的 影响 。 但 是 根据 ISO-10993 标准 推 
TE, 合金 表面 积 与 浸 提 液体 积 之 比 在 0.5-6.0 cmzymL 
之 间 都 可 用 于 细胞 毒性 检测 实验 %。 因 此 应 该 考 
虑 不 同 的 浸 提 比例 对 实验 结果 产生 的 影响 , 本 文 
用 3 cmzmL 的 浸 提 比例 发 现 各 组 合金 都 具有 良好 
的 生物 相 容 性 。 
2.2 CCK-8 检 测 细胞 活性 

CCK-8 法 检测 细胞 活性 的 基本 原理 : 该 试剂 含 
有 WST, 即 [22(22 甲 氧 基 )232(42 硝 基 茶 )252(2, 42 二 
Wi 4K)22H2 四 唑 一 钠 盐 ], 它 在 电子 载体 的 作用 下 被 
线粒体 中 的 乳酸 脱氧 酶 还 原 为 一 种 具有 高 度 水 溶性 
的 黄色 甲 膜 物 质 , 生成 的 甲 膜 数 量 与 活 细 胞 的 数量 
成 正比 , 用 酶 标 仪 检 测 各 溶液 的 吸光 度 (Absorption 


SERUERUPKBETKUS. DE, 如 果 将 合金 中 的 铜 含量 控 
制 在 一 定 范围 内 , 便 可 在 其 发 挥 抗菌 作用 的 同时 保 
证 具有 良好 的 生物 相 容 性 。 铜 作为 机 体 所 必须 的 
' 微 量 元 素 , 是 体内 多 种 酶 类 及 和 蛋白 质 的 重要 组 
成 部 分 , 参与 其 活化 , 促进 细胞 的 生长 。 人 体 每 日 
所 需 铜 元 素 的 摄 入 量 为 2.9 mg 左右 , 维持 在 此 浓度 
范围 内 的 铜 对 人 体 产 生 有 益 的 作用 。Xie 等 中 发 
现 , 铜 离子 在 培养 液 中 的 浓度 在 5 umoVL 左右 时 可 
促进 血管 内 皮 细 胞 的 增长 ; 男 有 学 者 路 证 实 , 将 培 
养 液 中 铜 离子 浓度 控制 在 10 umol/L 以 内 对 细胞 
的 活性 没有 影响 , 这 也 是 本 实验 中 相对 铜 离子 浓度 
较 低 的 组 别 却 呈 现 出 较 高 的 细胞 活性 的 原因 。 但 
是 本 实验 也 发 现 , 从 第 48 h 开 始 含 3% 含 量 铀 的 外 


表 2 4 组 合金 对 L929 细胞 的 相对 增殖 紊 和 细胞 毒性 等 级 
Table 2 The cell RGR and cytotoxicity grades of 4 kinds of alloys to L929 


24h 48h 72h 
Group 
RGR Level RGR Level RGR Level 

CoCrMo 82.4096 Ji 81.04% 1 84.21% 1 
CoCrMo+1%Cu 95.09% 1 95.30% 1 96.74% 1 
CoCrMo+2%Cu 86.41% 1 91.09% 1 94.88% 1 
CoCrMo+3%Cu 80.93% 1 80.04% 1 82.40% 1 
Positive control group 37.15% 3 37.65% 3 37.09% 3 
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铬 合金 组 最 早 表现 出 了 细胞 活性 下 降 的 趋势 , 直到 (PS) 由 脂 膜 内 侧 翻 向 外 侧 , Annexin-V 是 一 种 磷脂 结 


第 72h 含 3% 含 量 铜 的 狂 铬 合金 组 的 细胞 活性 要 显 ” 合 蛋 白 , 与 磷脂 酰 丝氨酸 有 高 度 亲 和 力 , 故 可 通过 细 


著 低 于 含 1% 含 量 铜 的 钻 铬 合金 组 与 阴性 对 照 组 。 ” 胞 外 侧 暴 露 的 磷脂 酰 丝 氨 酸 与 凋 亡 早期 细胞 的 胞 膜 


这 说 明 , 随 着 铜 离子 浓度 的 增高 及 培养 时 间 的 延长 ” 结合 。 碘 化 两 啶 (Propidium Iodide, PD 是 一 种 核酸 


铜 离子 开始 抑制 细胞 增殖 象 。 昌 然 还 缺少 具体 的 ”染料 , 不 能 透 过 完整 的 细胞 膜 , 但 是 对 于 凋 亡 9 


FP 晚 期 


离子 浓度 分 析 , 但 是 可 以 肯定 含 1%、2% 含 量 铜 的 。 ”的 细胞 和 死 细 胞 , 由 于 细胞 膜 通 透 性 的 增加 , PI 能 ; 
狂 铬 合金 的 细胞 毒性 小 于 含 3% 含 量 铜 的 钴 铬 合金 ”过 细胞 膜 而 使 细胞 核 染 红 。 因 此 可 将 处 于 不 同调 亡 


N 


KAREE. 时 期 的 细胞 区 分 开 来 。 


2.3 Annexin-V/PI 检 测 细胞 凋 亡 由 图 3 可见, 各 组 细胞 都 以 正常 细胞 和 调 亡 细 


细胞 凋 亡 , 又 称 细胞 的 程序 性 死亡 , 是 由 基因 控 WNE, 每 组 的 凋 亡 细胞 分 布 不 均 。 由 表 4 可 


见 , 各 


制 的 细胞 自主 性 死亡 的 现象 , 是 维护 内 环境 稳定 的 ”组 的 早期 凋 亡 细 胞 比例 按 阴 性 对 照 组 、 含 1% 含 量 铀 
细胞 主动 死亡 过 程 。Annexin-V/PI 检 测 细胞 凋 亡 的 ”的 铬 铬 合金 组 、 仿 2% 含 量 铜 的 狂 铬 合金 组 、 钴 铬 合 


基本 原理 是 : 在 细胞 发 生 凋 亡 早期 膜 磷脂 酰 丝 氨 酸 ”人 金 组 、 含 3% 含 量 铜 的 销 铬 合金 组 的 顺序 依次 
表 3 不 同 培养 时 间 点 各 组 的 吸光 度 值 (到 + , 天 0) 


Table 3 Absorption value at different culture time points( X + s , 17-6) 


Groups 24h 48h 72h 
CoCrMo 0.4199 x 0.0744 0.6862:-0.0688 1.362720.0808 
CoCrMo+1%Cu 0.4654 + 0.0570 0.7850+0.1584 1.5469+0.0987° 
CoCrMo+2%Cu 0.43430.0513 0.755840.0476 1.5196+0.1596 
CoCrMo+3%Cu 0.4147 二 0.0379 0.6793+0.0396° 1.3360+0.0447™ 
Negative control group 0.4830+0.0840 0.81750.0784 1.5947+0.1676 
Positive control group 0.2578+0.0318™ 0.3856+0.0759™ 0.6701+0.0775* 


Notes: a: compared with negative control group, P<0.05; b: compared with CoCrMo group, P<0.05; c: compared 
with CoCrMo+1%Cu group, P<0.05. 
(a) Specimen 001-Tube 009 


(b | Specimen 001-Tube 004 (c) Specimen 001-Tube 006 


10 


10* 


PI-A 


10* 
10? 


10? 10? 10* 10° 10?  10* 10* 10* 10 105 10* 10* 


3 各 组 细胞 培养 48h 后 流 式 细胞 仪 检测 早期 凋 亡 率 


Fig.3 Results of flow cytometry about early apoptosis after 48 h. (a) CoCrMo group; (b) CoCrMo+1%Cu 
group; (c) CoCrMo+2%Cu group; (d) CoCrMo+3%Cu group; (e) negative control group 
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递增 。 
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表 4 各 组 细胞 48h 早期 凋 亡 率 (元 十 ,1=3) 
Table 4 Early apoptosis rate of each group at 48 h( x + s , 11-3) 


Groups Early apoptosis rate Pp 
CoCrMo 4.10+0.45 0.003* 
0.385* 

CoCrMo+1%Cu 2.80+0.66 

0.027" 
0.039* 
CoCrMo+2%Cu 3.33+0.38 
0.038 
CoCrMo+3%Cu 4.37+0.26 0.005* 
0.427" 

Negative control group 2.36:0.40 = 


Notes: a: the P value when compared with negative control group; b: the P value when compared 
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